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Методом матрично-активированной лазерной десорбции/ионизации (МАЛДИ) масс-
спектрометрии изучены посттрансляционные модификации подтипов линкерного гистона
Н1 тимуса мыши. В работе показано, что среди шести выявленных подтипов гистона Н1
(H1.0, H1.1, H1.2, H1.3, H1.4 и H1.5), экстрагированных из ткани зобной железы мыши,
Н1.1 подтип является доминирующим. Анализ полученных результатов позволил сделать
заключение, что характер и расположение модификаций в области глобулярных доменов
подтипов H1.2–H1.4 высоко консервативны. Большинство идентифицированных положений
метилирования и ацетилирования подтипов гистона Н1, расположенных в области глобу-
лярных доменов белков, таких как K34, K52, K64, K85 и K97, согласуются с данными ли-
тературных источников. Впервые показано метилирование лизина в положении 34 в Н1.4
(meK34–mH1.4) и Н1.1 (meK34–mH1.4) подтипах. Библиогр. 39 назв. Ил. 1. Табл. 2.
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The post-translational modiﬁcations of linker histone H1 variants from mouse thymus have been
studied by MALDI mass spectrometry (matrix-assisted laser desorption/ionization). We have
identiﬁed six subtypes of histone H1, extracted from the mouse thymus, such as H1.0, H1.1, H1.2,
H1.3, H1.4 and H1.5. We have shown that the H1.1 variant is dominant. Analysis of the MS
results led us to the conclusion that the types and positions of the posttranslational modiﬁcations
in H1.2–H1.4 variants within the globular domain are highly conserved. The majority of the
identiﬁed methylation and acetylation sites of the linker histone H1 subtypes occur in the globular
domains of the proteins, e. g. K34, K52, K64, K85 and K97. We have revealed for the ﬁrst time
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methylation site of lysine at position 34 in H1.4 (meK34–mH1.4) and H1.1 (meK34–mH1.4)
variants. Refs 39. Figs 1. Tables 2.
Keywords: linker histone H1, post-translational modiﬁcations, 2D electrophoresis, MALDI
mass spectrometry.
Введение.Хроматин эукариотических клеток представляет собой высоко динамич-
ный ДНК-белковый комплекс. Его фундаментальной структурной единицей являет-
ся нуклеосома, образованная белковой сердцевиной, состоящей из тетрамера (H3-H4)2
и двух димеров H2A-H2B, вокруг которой уложено по спирали 146 п. о. ДНК. Лин-
керный гистон Н1, взаимодействуя с ДНК на входе/выходе из нуклеосомы, принимает
активное участие в формировании следующего уровня структурной организации хро-
матина — 30-нм фибриллы [1–8].
В клетках млекопитающих насчитывается 11 подтипов гистона Н1, каждый из
них кодируется своим геном [9]. Гистоны H1t, H1T2, H1oo и HILS1 характерны для
спермий-специфических клеток. Остальные семь — H1.0, H1.1, H1.2, H1.3, H1.4, H1.5
и H1x — присутствуют в соматических клетках млекопитающих.
Несмотря на значимую роль линкерного гистона Н1 в структурной организации
[3–8] и функционировании хроматина [10–13], модификации подтипов Н1 мало изуче-
ны. В своей работе мы проанализировали модификации подтипов гистона Н1 мыши
методом МАЛДИ масс-спектрометрии и предприняли попытку описать их потенци-
альную роль в структурно-функциональной организации хроматина.
Материалы и методы.
Выделение гистона Н1. Гистон Н1 выделяли из вилочковой железы (известной
также как зобная железа, или тимус) мыши. Отобранный непосредственно после забоя
животного тимус быстро замораживали в жидком азоте и в дальнейшем хранили при
температуре −70°C. Экстракцию белка проводили 5% перхлорной кислотой с последу-
ющим осаждением (−20°C, в течение ночи), подкисленным до 0,2% (v/v) HCl ацетоном,
согласно описанной ранее методике [14–17].
2D-электрофорез. Подтипы гистонов Н1 мыши разделяли с помощью двумерного
электрофореза в ПААГ, согласно ранее описанному протоколу [18], используя электро-
форетическую систему PROTEAN II xi (Bio Rad, США) с размером геля 16 см×20 см×
×1,5 мм. Разделение в первом направлении проводили в геле, содержащем 5М мочевину
(15% акриламид, 0,5% N,N-метилен-бис-акриламид, 5M мочевина, 0,9N уксусная кисло-
та) в растворе 0,9N уксусной кислоты в течение 24 ч при напряжении 50 В. После чего
полученный гель, содержащий белок, инкубировали в буфере для проб (100мM Tris-HCl
(pH 6,8), 10% глицерин, 2,1% ДДС-Na и 2% 2-меркаптоэтанол) в течение 2 ч при ком-
натной температуре. Второе направление электрофореза проводили в трис-глициновом
буфере (pH 8,34) в течение 22 ч при силе тока, равной 30 мА, согласно стандартному
протоколу ступенчатого денатурирующего электрофореза по методу Лэммли [19–22].
Белковые зоны окрашивали с помощью красителя Кумасси G250 (Bio-Rad, США).
МАЛДИ масс-спектрометрия. Полученные после двумерного разделения бел-
ковые зоны, содержащие гистон Н1, вырезали из геля и обрабатывали раствором 40%
ацетонитрила в 0,1М бикарбонате аммония при температуре 37°C в течение 15 мин, по-
сле чего проводили ферментативный гидролиз трипсином (4 ч, 37°C) непосредственно
в геле. Реакцию трипсинолиза останавливали добавляя в реакционную смесь трифтор-
уксусную кислоту и ацетонитрил до концентрации 0,5 и 10% соответственно (получен-
ную после остановки трипсинолиза смесь для удобства обозначим «Mix»). Для масс-
спректрометрического анализа непосредственно на мишени смешивали 0,6 мкл «Mix»
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с 0,3 мкл раствора 2,5-дигидроксибензойной кислоты (20 мг/мл в 50% ацетонитриле,
0,1% трифторуксусной кислоты) и высушивали смесь на воздухе.
Масс-спектры регистрировали на масс-спектрометре FT(ICR)MS Varian 902-MS
MALDI. Полученные масс-спектры обрабатывали с использованием программных
пакетов ProteinProspector и Mascot (http://prospector. ucsf.edu; http://www.matrix-
science.com).
Результаты и обсуждение. К настоящему времени посттрансляционные моди-
фикации коровых гистонов и их роль в структурной организации и функционировании
хроматина описаны достаточно подробно [10–11], тогда как модификации линкерного
гистона Н1 мало изучены.
Согласно литературным данным, быстрое замораживание ткани в жидком азоте
непосредственно после забоя животного и использование протокола «прямой» экс-
тракции белка, минуя стадию выделения ядер, приводит к сохранению местоположе-
ния и характера большинства посттрансляционных модификаций белковых молекул
[9, 14–17].
Двумерный гель-электрофорез Н1-обогащённой фракции тимуса мыши:
1 — HMGB1; 2 — HMGB2; 3 — H1.3, H1.4; 4 — H1.1; 5 — H1.4, H1.5; 6 — H1.5; 8 — H1.0;
однозначно идентифицировать белки, составляющие фракции № 7, 9 и 10 не удалось
В результате разделения подтипов гистона Н1 было получено 10 белковых зон, в пя-
ти из которых (№ 3–6, 8) методом МАЛДИ масс-спектрометрии были обнаружены
подтипы гистона Н1 (см. рисунок). Две зоны содержали белки HMGB1 (зона № 1)
и HMGB2 (зона № 2). Зоны № 7, 9 и 10 также были подвергнуты спектральному ана-
лизу (результаты не представлены), однако в этом случае однозначно соотнести белки
в составе этих зон с определенными подтипами Н1 не удалось. Данные регистрации
масс-спектров подтипов гистона Н1 тимуса мыши представлены в табл. 1.
Таблица 1
Результаты анализа подтипов гистона Н1 тимуса мыши методом МАЛДИ
масс-спектрометрии
H1 t m/z I
M/z
dm/z Модификация
N N
Последовательностьтеор. (I) (II)
H1.2 627,39346 12,646 627,3937 0,0002 27 32 (K)KPAGVR(R)
H1.1 627,39346 627,3937 0,0002 1Methyl 30 35 (K)AAAPRK(K)
H1.1 845,50922 4,123 845,5091 −0,0001 57 65 (R)SGVSLAALK(K)
H1.2 845,50922 4,123 845,5091 −0,0001 55 63 (R)SGVSLAALK(K)
H1.3 845,50922 4,123 845,5091 −0,0001 56 64 (R)SGVSLAALK(K)
H1.4 845,50922 4,123 845,5091 −0,0001 55 63 (R)SGVSLAALK(K)
H1.4 845,50922 4,123 845,5091 −0,0001 1Acetyl 150 156 (K)STKKTPK(K)
1Methyl
H1.1 973,60349 22,471 973,6041 0,0006 1Acetyl 57 66 (R)SGVSLAALKK(S)
1Methyl
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Продолжение табл. 1
H1 t m/z I
M/z
dm/z Модификация
N N
Последовательностьтеор. (I) (II)
H1.2 973,60349 22,471 973,6041 0,0006 55 64 (R)SGVSLAALKK(A)
H1.3 973,60349 22,471 973,6041 0,0006 56 65 (R)SGVSLAALKK(A)
H1.4 973,60349 22,471 973,6041 0,0006 55 64 (R)SGVSLAALKK(A)
H1.4 973,60349 22,471 973,6041 0,0006 149 156 (K)KSTKKTPK(K)
H1.4 973,60349 22,471 973,6041 0,0006 1Acetyl 150 157 (K)STKKTPKK(A)
1Methyl
H1.2 1198,6681 14,211 1198,668 −0,0003 1Acetyl 35 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
1Methyl
H1.3 1198,6681 14,211 1198,668 −0,0003 36 47 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.3 1198,6691 25,372 1198,668 −0,0013 36 47 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.4 1198,6691 25,372 1198,668 −0,0013 35 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.2 1198,6691 25,372 1198,668 −0,0013 35 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.4 1198,6679 20,744 1198,6678 −0,0001 34 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.3 1198,6679 20,74 1198,6678 −0,0001 36 47 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.2 1198,6679 20,744 1198,6678 −0,0001 35 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.5 1212,6838 4,055 1212,683 −0,0004 38 49 (K)ATGPPVSELITK(A)
H1.4 1212,6838 4,055 1212,683 −0,0004 1Methyl 35 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.3 1212,6838 4,055 1212,683 −0,0004 1Methyl 36 47 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.2 1212,6838 4,055 1212,683 −0,0004 1Methyl 35 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.5 1212,6826 8,12 1212,6834 0,0008 38 49 (K)ATGPPVSELITK(A)
H1.4 1212,6826 8,118 1212,6834 0,0008 1Methyl 35 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
H1.2 1212,6826 8,118 1212,6834 0,0008 1Methyl 35 46 (K)ASGPPVSELITK(A)
1Acetyl
H1.2 1220,6538 4,694 1220,651 −0,0027 1Methyl 23 33 (K)KAAKKAGGTPR(K)
1Phospho
1Acetyl
H1.2 1220,6538 4,694 1220,651 −0,0027 1Methyl 24 34 (K)AAKKAGGTPRK(A)
1Phospho
H1.4 1235,6681 5,077 1235,663 −0,0051 64 75 (K)KALAAA-
GYDVEK(N)
H1.3 1235,6681 5,077 1235,663 −0,0051 65 76 (K)KALAAA-
GYDVEK(N)
H1.2 1235,6681 5,077 1235,663 −0,0051 64 75 (K)KALAAA-
GYDVEK(N)
H1.5 1235,6681 5,077 1235,663 −0,0051 1Methyl 67 78 (K)KALAAG-
GYDVEK(N)
H1.1 1235,6681 5,077 1235,663 −0,0051 67 78 (K)KALAAA-
GYDVEK(N)
H1.0 1235,6687 4,77 1235,6630 −0,0057 98 108 (K)SDEPK-
KSVAFK(K)
2Acetyl
H1.5 1235,6687 4,77 1235,6631 −0,0056 1Methyl 114 124 (K)AASGEAKPKAK(K)
1Phospho
H1.5 1235,6687 4,77 1235,6630 −0,0057 1Methyl 67 78 (K)KALAA-
GGYDVEK(N)
H1.4 1235,6687 4,77 1235,6630 −0,0057 64 75 (K)KALAAA-
GYDVEK(N)
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Окончание табл. 1
H1 t m/z I
M/z
dm/z Модификация
N N
Последовательностьтеор. (I) (II)
H1.3 1235,6687 4,77 1235,6630 −0,0057 65 76 (K)KALAAA-
GYDVEK(N)
H1.1 1235,6687 4,77 1235,6630 −0,0057 67 78 (K)KALAAA-
GYDVEK(N)
H1.4 1257,6377 7,38 1257,637 −0,0009 4Methyl 200 209 (K)ASKPKASKPK(A)
2Phospho
H1.4 1257,6377 7,38 1257,637 −0,0009 3Methyl 203 212 (K)TSKPKAAKPK(K)
2Phospho
H1.4 1257,6377 7,38 1257,637 −0,0009 3Methyl 198 207 (K)AAKPKTSKPK(A)
2Phospho
H1.1 1258,7493 3,689 1258,748 −0,0015 55 66 (K)ERSGVSLAALKK(S)
H1.2 1258,7493 3,689 1258,748 −0,0015 53 64 (K)ERSGVSLAALKK(A)
H1.3 1258,7493 3,689 1258,748 −0,0015 54 65 (K)ERSGVSLAALKK(A)
H1.4 1258,7493 3,689 1258,748 −0,0015 53 64 (K)ERSGVSLAALKK(A)
H1.1 1320,5817 3,892 1320,585 0,0031 2Acetyl 112 121 (K)KAESKAITTK(V)
2Phospho
H1.2 1326,7632 28,988 1326,763 −0,0005 34 46 (R)KASGPP-
VSELITK(A)
H1.3 1326,7632 28,988 1326,763 −0,0005 35 47 (R)KASGPP-
VSELITK(A)
H1.2 1399,6798 1,809 1399,675 −0,0052 1Acetyl 137 148 (K)KPKKAT-
2Phospho GAATPK(K)
H1.3 1399,6798 1,809 1399,675 −0,0052 1Acetyl 138 149 (K)KPKKAT-
2Phospho GAATPK(K)
H1.1 1441,76 3,342 1441,766 0,0062 1Phospho 113 125 (K)AESKAI-
TTKVSVK(A)
H1.2 1578,7875 38,925 1578,787 −0,0004 65 79 (K)ALAAAGY-
DVEKNNSR(I)
H1.3 1578,7875 38,925 1578,787 −0,0004 66 80 (K)ALAAAGY-
DVEKNNSR(I)
H1.4 1578,7875 38,925 1578,787 −0,0004 65 79 (K)ALAAAGY-
DVEKNNSR(I)
H1.5 1578,7875 38,925 1578,787 −0,0004 1Methyl 65 79 (K)ALAAGGY-
DVEKNNSR(I)
H1.3 1594,783 12,085 1594,782 −0,0010 67 81 (K)SLAAAGY-
DVEKNNSR(I)
H1.3 1706,8829 5,0000 1706,882 −0,0009 65 80 (K)KALAAAGY-
DVEKNNSR(I)
H1.4 1706,8829 5,0000 1706,882 −0,0009 64 79 (K)KALAAAGY-
DVEKNNSR(I)
H1.5 1706,8829 5,0000 1706,882 −0,0009 1Methyl 64 79 (K)KALAAGGY-
DVEKNNSR(I)
H1.3 2012,1385 9,755 2012,139 0,0001 35 54 (R)KKPAGPSVSE-
LIVQAVSSSK(E)
H1.2 2042,0397 64,076 2042,043 0,0033 1Methyl 64 81 (K)KALAAAGYD-
1Phospho VEKNNSRIK(L)
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С помощью МАЛДИ масс-спектрометрии мы идентифицировали 6 подтипов гисто-
на Н1 (H1.0, H1.1, H1.2, H1.3, H1.4 и H1.5), выделенных из зобнойжелезы мыши. В связи
с низким содержанием H1.0 в пробе провести детальный анализ его посттрансляцион-
ных модификаций не удалось. Согласно полученным данным, содержание гистона Н1.1
в исследуемом типе ткани является доминирующим по сравнению с остальными под-
типами, что согласуется с ранее опубликованными данными [23].
Выявленные посттрансляционные модификации подтипов гистона Н1 тимуса мыши
представлены в табл. 2.
Таблица 2
Посттрансляционные модификации гистона Н1 тимуса мыши
Подтип Н1 Модификации Положение модификации
Ацетилирование K17; K116; K131
mН1.1 Метилирование K35
Фосфорилирование S115; S119
Ацетилирование K17; K122; K127; K137; K186; K189
mН1.2 Метилирование K34; K46; K64; K129; K148/or 149/or 152
Фосфорилирование T142; T146; Т154
Ацетилирование K17; K26; K122; K126; K139; K143/or 145; K188
mН1.3 Метилирование K35; K47
Фосфорилирование S147; S149
Ацетилирование K17; K26; K151
mН1.4 Метилирование K34; K46; K152; K 202/or 205/or 206; K210
Фосфорилирование S27; T203/or S204
Ацетилирование K17; K150/or 151/or 154
mН1.5 Метилирование K34; K64
Фосфорилирование T152; S195; S197
На сегодняшний день фосфорилирование является наиболее изученной модифика-
цией линкерного гистона Н1 [24–27]. В зависимости от фазы клеточного цикла фос-
форилирование гистона Н1 можно разбить на две стадии [24, 26–27]. Первым в ин-
терфазе происходит частичное фосфорилирование подтипов Н1.2 и Н1.4 по остаткам
серина в положениях S173 и S187 соответственно, приводящее к релаксации хроматина
и активированию транскрипции. После этого на стадии митоза наблюдается тотальное
фосфорилирование в S/TPXK мотивах (X-любая аминокислота) [24, 26–28], способ-
ствующее конденсации ДНК и разделению хромосомы на дочерние хроматиды [29].
В результате анализа данных масс-спектрометрии нам также удалось идентифици-
ровать ряд сайтов фосфорилирования гистона Н1 мыши, а именно: pT146-H1.2, pT154-
H1.2, pT147-H1.3, pT152-H1.5. Все выявленные участки фосфорилирования подтипов
линкерного гистона Н1 расположены в области S/TPXK мотивов. Данное обстоятель-
ство свидетельствует о том, что хроматин находится в частично конденсированном
состоянии.
Большинство идентифицированных участков метилирования и ацетилирования
подтипов гистона Н1, расположенных в области глобулярных доменов белков, такие
как K34, K52, K64, K85 и K97, согласуются с описанными ранее данными [23]. В то же
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время метилирование лизина в положении 34 в гистонах Н1.4 (meK34-mH1.4) и ацети-
лирование лизина в положении 26 в гистоне Н1.4 (acK26-mH1.4) было нами выявлено
впервые.
Биологическая роль большинства модификаций глобулярного домена белка Н1 оста-
ется до конца не изученной. Согласно литературным данным, он характеризуется на-
личием ацетилирования гистона Н1.4 в положении К34 [30], которое является необхо-
димым условием взаимодействия фактора транскрипции TFIID (от англ. Transcription
Factor II D) с ДНК. Данное обстоятельство может объясняться тем, что формирование
дополнительного отрицательного заряда в белке при ацетилировании способствовует
ослаблению его взаимодействия с ДНК, что, в свою очередь, облегчает связывание
транскрипционных факторов с промоторной областью.
Полученные данные позволили впервые выявить метилированное состояние остатка
лизина К34 гистона Н1.4 зобной железы мыши. Деацетилирование К34-mН1.4, вероят-
но, должно приводить к нарушению связывания фактора транскрипции TFIID с про-
моторными областями транскрипционно активных генов и, как следствие, к снижению
уровня транскрипционной активности клеток.
Совпадение положения сайтов метилирования и ацетилирования в позиции К34 в об-
ласти глобулярного домена белка показывает, что К34 является бивалентным сайтом
«ацетилирования/метилирования». Таким образом, характер модификации в данной
области может определять «активное/неактивное» состояния хроматина.
Впервые нами показано, что гистон Н1.4 может быть ацетилирован в положении
К26. Согласно литературным данным метилирование гистона Н1.4 в данном сайте
(meK26-H1.4) является необходимым условием распознавания и связывания с Н1.4 гете-
рохроматинового белка HP1 [31], что обусловливает формирование областей хроматина
с пониженным уровнем транскрипции. Деметилирование K26-H1.4 приводит к блоки-
рованию белок-белкового взаимодействия и, следовательно, к активации транскрип-
ционной активности [31]. В связи с этим ацетилирование К26 можно рассматривать
как способ деметилирования, что, согласно литературным данным, свидетельствует об
увеличении уровня транскрипционной активности клеток по сравнению с метилиро-
ванным состоянием. По-видимому, К26 гистона Н1.4 является вторым идентифици-
рованным нами бивалентным сайтом типа «ацетилирование/метилирование», с помо-
щью которого может осуществляться регулирование состояния хроматина — «актив-
ное/неактивное».
Кроме того, вследствие фосфорилирования серина в положении S27 лизин 26 гисто-
на Н1.4 может входить в состав так называемой «methyl/phos switch» области. Подоб-
ные «methyl/phos switch» домены гистона Н1 были идентифицированы в клетках HeLa
человека [32] и свойственны для коровых гистонов, например K9/S10 гистона Н3 [33].
Механизм функционирования данной регуляторной области гистона Н1 пока до кон-
ца не изучен. Известно, что метилирование K9 является условием связывания гистона
Н3 с гетерохроматиновым белком HP1, что, в свою очередь, способствует конденсации
хроматина [34–35]. При этом фосфорилирование Н3 в позиции S10 на стадии митоза
приводит к высвобождению HP1 и увеличению уровня транскрипции [25].
Помимо сайтов «ацетилирования/метилирования» в области глобулярного домена
подтипов линкерного гистона Н1 мы впервые идентифицировали ещё две области аце-
тилирования — К17 и К139–K150, расположенные в N- и С-концевых участках белков.
Мы предполагаем, что экранировка положительного заряда остатков лизина в данных
областях полипептидной цепи может приводить к ослаблению связывания гистона Н1
с ДНК и, как следствие, взаимодействию его N- и С-концевых сегментов с другими
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ядерными белками, в том числе с негистоновыми хромосомными белками семейства
HMGB (от англ. High Mobility group Box) [36–39].
В связи с тем, что биологическая роль большинства идентифицированных моди-
фикаций ядерных белков хроматина неясна, исследование посттрансляционных моди-
фикаций линкерного гистона Н1, выполняющего структурно-регуляторные функции
в хроматине, представляется, на наш взгляд, перспективным. Мы надеемся, что по-
лученные нами результаты помогут объяснить особенности регуляции состояний хро-
матина, корректируемых посттрансляционными модификациями подтипов линкерного
гистона Н1 млекопитающих.
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